
流式细胞分选仪的日常维护 

丁宇波，俞珺璟，王雪冬，汤荣蓉，边玮* 

（中国科学院分子细胞科学卓越创新中心（生物化学与细胞生物学研究所），上海 200031) 

 

摘要：大型仪器共享平台除提供技术支持外，对仪器开展必要的日常维护也是重要的工作内

容之一。细胞分析技术平台作为中国科学院分子细胞科学卓越创新中心重要的公共技术部门，

拥有多台不同型号的流式细胞仪，服务中心及周边在流式方面的实验需求，在仪器使用、管

理、维护保养等方面具备丰富的经验。在此以流式细胞分选仪为例，平台从仪器的环境维护、

开关机维护、日常清洗、无菌管路制备、仪器质控及无菌检测等方面详细介绍了流式细胞分

选仪日常维护的细节点、关键点及难点，并且给出了详细的潜在故障排除的方案，以保证此

类设备高效正常的运行。 
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Routine maintenance of cell sorter 
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Abstract：In addition to providing technical support, the core facility also carry out necessary 

routine maintenance of instruments as one of the important work contents. As an important core 

facility ofCenter for Excellence in Molecular Cell Science, CAS, the Cell Analysis Technology Core 

Facility has a number of different models of flow cytometry, and has rich experience in the use, 

management and maintenance of instruments. Taking the flow cell sorter as an example, the core 

facility introduces in details of key points and difficulties of the flow cell sorter's daily 

maintenance from the aspects of the instrument's environmental maintenance, on-off maintenance, 

daily cleaning maintenance, sterile pipeline preparation, instrument quality control and sterile 

testing, and gives detailed potential troubleshooting schemes to ensure the efficient and normal 

operation of such equipment. 
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流式细胞术是一种对快速直线流动状态中的单列细胞或生物颗粒等进行逐个、多参数、

快速的定性定量分析或分选的技术，具有检测速度快、测量参数多、采集数据量大、分析信

息全面、分选纯度高、方法灵活等特点，被广泛地应用于众多生命科学研究和临床医学领域。

流式细胞仪则是以流式细胞术为核心技术，集光学、流体力学、细胞生物学、免疫学以及激

光和计算机等多门学科和技术为一体的精密科学技术设备。这类大型仪器高效正常地运行离

不开日常的维护保养工作。细致规范的维护工作，可以保证设备处于良好的工作状态，匹配

用户使用需求，确保得出的实验结果真实可靠。通过日常维护，可以及时发现并排除潜在的

隐性故障，预防设备故障的发生，降低故障率，保障仪器在安全的状态下使用，提高工作效

率，并延长设备的使用寿命。这里以 BD FACSAria™ Ⅲ系列流式细胞分选仪为例，结合平

台的具体实践，梳理流式细胞仪的日常维护工作，包括：开关机操作、日常维护保养以及仪

器的质控操作等。 

1 流式细胞分选仪放置环境的维护 

为保障流式仪的稳定运行，实验室必须维持适宜的温湿度条件。温度和湿度的大幅变化，

均会影响激光器的工作效率和流式仪液流的稳定性等。需要通过空调和除湿机常开，来将环

境温度控制到 25℃左右，湿度控制在 30-60%的范围内。另外，环境中的灰尘等微粒，不仅

是分选实验中潜在的污染源，还会干扰光路并妨碍仪器散热。因此，在常规的实验室清扫消

毒的基础上，还必须时常检查仪器散热口的空气过滤网，及时清理除尘。仪器间可配备紫外

灯，在仪器使用前及使用后进行 15 分钟的照射消毒，确保环境的相对无菌状态。 

2 流式细胞分选仪的开机调试流程 

2.1 日常清洁与检查 

1)用棉签蘸水擦拭分选仓、收集仓、上样仓等的表面，擦除盐结晶；再用 75%酒精擦拭

消毒；用无尘纸擦干所有湿的表面，同时检查防止棉絮、纸屑等掉入仪器内部如废液抽吸槽

里。 



盐结晶等杂质的存在可能影响液流稳定性和高压板加电。如图 1 所示，擦拭分选仓时注

意仓内的各个表面、高压偏转板、废液抽吸槽、分选仓四周以及仓门，都必须保持清洁。通

过点击侧液流窗口中的废液槽（Waste Drawer）可以切换废液抽吸槽的位置，对其内外部进

行清洁；当废液槽堵塞严重或者抽拉切换不顺畅时，可以将其拆下冲洗并超声，并对废液槽

周围进行深度清洁。 

擦拭上样仓时，如图 2 所示，注意仓内的各个表面、上样底座和上样仓密封圈都必须保

持清洁。上样底座和密封圈上的盐结晶和杂质，可能影响上样仓的密封性，导致进样速度不

稳甚至无信号。如发现密封圈磨损，及时更换新的。清洁密封圈后，需要用配件包中的润滑

密封油涂抹密封圈表面，确保密封性。 

 

图 1  流式细胞分选仪分选仓的日常清洁 
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图 2  流式细胞分选仪上样仓的日常清洁 



2） 检查鞘液桶和废液桶，确认加满鞘液和清空废液，将鞘液桶的气路与液路分别连接好。

其间，检查鞘液桶、酒精关机桶以及废液桶各处的快速接头，确认接头处的密封圈完好无磨

损。密封圈磨损引起管路漏气、漏液，会导致系统压力不稳，细胞仪无法正常稳定运行。如

图 3 所示，鞘液桶上的气路及鞘液过滤器连接液路的接头由于经常插拔，较易出现磨损。建

议每次插拔都注意检查，一旦发现磨损，及时用仪器配套的保养包里的配件进行更换。 

2.2 液流启动 

启动细胞仪及软件，等待设备加压稳定后，检查液流车左侧的压力表，确认压力在

90±5psi 的范围内。软件的细胞仪（Cytometer）菜单中，点击液流启动（Fluidics Startup），

按向导提示操作。液流启动过程中，细胞仪内的液路被鞘液充满，并排出流动室、进样针等

的气泡。期间，检查鞘液过滤器中是否有气泡，如有，小心地打开过滤器上的螺旋阀门排出

气泡；超声清洗实验中所要用到的喷嘴，超声 3 次，每次换清水超 2 分钟，可使用体式镜观

察确认喷嘴未堵塞并且密封圈完好。根据提示，取下闭合喷嘴换上实验用喷嘴，完成液流启

动流程。 

注意：用超纯水清洗闭合喷嘴表面，吸干残留水渍后再收起闭合喷嘴；安装实验用喷嘴

前，需清洁喷嘴固定装置（如图 4 所示），避免盐结晶等的存在影响喷嘴的精细定位和振荡，

导致实验中液流不稳。 

2.3 液流调试 

完成液流启动流程后，在软件的分选（Sort）菜单中选择分选设置（Sort Setup）选项，

图 4  位于流动室下方的喷嘴固定装置，右图示取下的固定旋钮 

图 3  鞘液桶上的液路、气路和鞘液过滤器上的液路接头 

磨损的密封圈新密封圈 



确认设置的模式与喷嘴的口径相匹配；如需要，在细胞仪（Cytometer）菜单中点击设置（View 

Configuration），在弹出的窗口中选择合适的设置。确认后，在主液流窗口中开启液流。 

等待约 20 分钟，激光器完成预热且设备运行压力稳定，管路里可能残留酒精关机液和

小气泡等被排出。期间，可以上样漂白清洗液（BDClean）和无菌水冲洗进样管路。在主液

流窗口中，通过微调振幅（Ampl）和频率（Freq）使液流稳定，具体表现为：主液流窗口

中，液流断点（Drop 1）和 Gap 值稳定，卫星点（Satellite drop）融入主液滴位置合适且少

于 5 滴；侧液流窗口中，点击电压（Voltage），电极板加压，观察主液流和侧液流的亮点，

亮点稳定不散。 

通常，在环境温湿度保持良好的状态下，同一喷嘴在同一台仪器下的液流设置相对恒定，

仅仅微调振幅（Ampl），就可以完成液流调试。如果发现振幅、频率、断点等相关参数都发

生很大变化，且调试液流无法稳定，建议进行以下排查： 

1)检查鞘液桶是否盖好，各管路是否连接好，排除漏气或管路缠绕等，必要时更换接头

密封圈，并重做液流启动流程； 

2)检查鞘液过滤器中是否有气泡，并将其排除； 

3)检查喷嘴，超声清洗，确保喷嘴上的小孔干净通畅，在体视镜下，观察喷嘴，确认密

封圈完好，如磨损则需更换喷嘴； 

4)检查喷嘴固定装置，确认喷嘴放置正确； 

5)检查流动室，取下喷嘴后开启液流冲洗约半分钟，再运行清洗流动室，排除流动室内

的气泡和污渍等。 

2.4 光路质控测试 

待液流及激光器稳定后，用标准微球进行光路质控测试，确定激光延迟准确、光路聚焦

稳定、光电倍增管转换的线性和稳定性等，为获取的数据的可靠性及可重复性提供保障。常

用的光路质控测试包括： 

1)调用软件中的仪器设置和追踪(CS&T)功能，使用仪器配套的 CS&T 标准微球，自动

进行仪器的基线（baseline）测试和仪器状态（performance test）测试。 

通常在设备新装机、大修或长时间的定期维护（一般是半年）后，进行基线（baseline）

设置，优化设置，并对仪器的灵敏度和荧光分辨率等进行评估；在运行管路无菌大清洗、光

路调试等后，进行仪器状态（performance test）测试，评估光路聚焦情况、激光延迟（laserdelay）

以及激光和光电倍增管的稳定性等。 



图 5 所示为基线测试报告的一部分，设定了各个通道的基线电压（PMTV），并测定仪

器的灵敏度（Qr）、背景噪音（Br）、光电转换的线性范围（Linearity Min,Linearity Max）等

等。建议在仪器性能处于最佳状态时，进行基线测试，设置基准。 

 

而日常的仪器状态测试，报告如图 6 所示，除了常规的激光延迟设置外，还通过与基准

值的比较（Target Value, ΔPMTV）,追踪监控仪器性能的变化。 

 

2)用 Rainbow 微球进行日常质控 

图 5  典型的 CS&T 基线测试报告 

图 6  典型的 CS&T 仪器状态测试报告 



日常工作中，可以选用 Rainbow 单峰微球作为标准品上样。以设备性能良好时，比如

工程师完成光路调试并运行 CS&T 测试通过时的参数设置和检测结果作为基准；每日开机

后，在相同的实验设置下进行流式检测，简要结果如图 7 所示。通过 Rainbow 单峰微球的

检测，可以确定激光延迟、面积因子，并将各激光器对应检测通道的荧光测定值 MFI 与之

前测定的基准值进行比较，对设备性能进行测试追踪。 

3)质控结果的分析排查 

通常，每日光路测试的结果相对稳定，如果突然发生巨大变化时必须及时排查： 

（1）注意微球的保质期和储存环境，重新配制新的微球样品并充分混匀后，低流速（流

速 1）上样，观察检测效果； 

（2）鞘液桶、管路以及上样仓是否存在漏气，必要时更换密封圈； 

（3）进样管路和喷嘴是否有堵塞，清洗排除，必要时更换进样管路及软管； 

（4）流动室是否清洁无气泡，冲洗浸泡流动室； 

（5）如同一激光器对应的检测通道，均没有信号，检查该激光器是否有光束发出，必

要时手动重启该激光器，查看是否激光器故障；如同一激光器对应的所有检测通道的信号均

发生减弱偏移，先重设阈值为对应荧光通道，排除激光延迟的设置问题，查看是否发生了光

路偏移；如特定检测通道的信号有问题，可以通过检查交换相近波段的滤光片测试，排查滤

光片的问题等等。 

实践操作中发现，流式分选仪光路测试不通过，大部分的原因在于进样管路不通畅和流

动室不清洁。对于平台中的高使用率的分选仪，相应提高设备清洗维护的频次，可以大幅减

少这方面光路问题的发生。在排查中如发现激光光路偏移、激光信号变弱、滤光片损坏、光

电倍增管故障等可能时，需及时联系工程师，对设备进行检修。 

图 7  Rainbow 标准微球的日常检测结果 



2.5 分选质控调试 

流式细胞分选，在检测细胞表型的基础上，通过液流充电、压电晶体的高频振荡使液流

稳定断开形成液滴，利用高压电极板实现液滴偏转，使得包含有特定细胞的液滴偏转落入收

集装置中，最终完成目的细胞的分选。因此，维持稳定的液流断点，并在准确的时间点给液

流加电，对分选至关重要。分选仪开机调试的一个重要步骤就是计算加电时刻即液滴延迟，

然后就需要在之后仪器运行的工作周期中监控并微调断点位置，以维持液滴延迟不变，来保

证正确的分选。 

开机完成前面的液流准备和检测光路的质控，确定液流稳定后，在主液流窗口开启

Sweet spot 液流实时监控功能，上样 Accudrop 微球进行分选实验，在侧液流窗口中切换滤

光片（Optical Filter），运行自动延迟计算程序 Autodelay,计算液滴延迟，如图 8 所示。完成

后保存分选报告，并做好日志记录。 

分选实验中，液流状态可能发生变化，锁定 Sweet spot 液流实时监控功能，会在后台微

调振幅（Ampl）使液流的断点保持稳定。如果断点变化超过正常范围，会自动暂停分选；

待断点回归设定值后继续分选。如果在实验过程中发现分选经常暂停，则提示液流难以维持

稳定。这经常是由进样管路和喷嘴堵塞造成的，必须暂停实验，断液流、超声清洗喷嘴后开

启液流并清洗进样管路，确认断点位置重新稳定于设定值，再开启液流实时监控功能，之后

继续分选实验。分选仪开机后，经历长时程的实验，由于鞘液温度变化等，在液流稳定的状

态下断点位置也会发生较大变化，如设备早上开机运行到下午时 Drop 1 实测值可能偏离设

图 8  典型的液滴延迟测试过程 



定值 10 以上。这时建议重新设定 Drop 1 值，并测试更新液滴延迟值，确保分选实验的正常

开展。 

3 流式细胞分选仪的关机维护流程 

3.1 管路冲洗：分别用漂白清洗液（BDClean）、去蛋白清洗液（COULTER CLENZ）和无

菌水，高速（流速 11）上样，冲洗各 20 分钟。 

3.2 废液抽吸槽的清洗：用超纯水清洗分选仓中的废液抽吸槽。实验中鞘液等进入抽吸槽，

其结晶可能造成孔洞堵塞，建议每天关机前都用水清理，必要时可以用热水（约 60℃）冲

洗。 

3.3 关机流程：根据仪器的使用情况，可选择执行日常关机或者液流关机程序。 

1)日常关机流程 

（1）关闭液流，取下喷嘴，换闭合喷嘴； 

（2）清洗流动室：上样一管超纯水，软件的细胞仪（Cytometer）菜单中点击清洗模式

（Cleaning Modes），选择清洗流动室（Clean Flow Cell），运行。执行该步骤，用超纯水清

洗并浸泡进样针和流动室。为确保流动室充分浸泡清水，需要将管路中的残留的鞘液和气泡

排出，建议重复执行 3 次清洗流动室。 

（3）退出应用软件，关闭电脑，关闭细胞仪主机，清空废液桶。 

2)液流关机流程 

（1）关闭液流，取下喷嘴，换闭合喷嘴； 

（2）检查酒精关机桶，并装满 75%酒精； 

（3）软件的细胞仪（Cytometer）菜单中选择液流关机（Fluidics Shutdown），按提示操

作。 

注意：通过液流关机流程，细胞仪液路内的鞘液被替换为酒精，可避免盐结晶的形成并

确保管路清洁通畅；一般设定计划，每周执行一次即可。由于平台的流式细胞分选仪的使用

率都特别高，平台日常都选择运行液流关机流程。另外，针对实验中较多使用核酸染料的设

备，建议换用含温和去垢剂的清洗液（浓缩清洗液 Detergent Solution Concentrate 

（P/N660585），用超纯水 1:50 稀释后使用），重复执行 3 次清洗流动室，使用去垢剂浸泡过

夜，充分清洗进样管路和流动室。 

（4）退出应用软件，关闭电脑，关闭细胞仪主机，清空废液桶。 

3.4 喷嘴的清洁 



将分选用过的喷嘴用超纯水冲洗，并超声清洗；超声 3 次，每次换清水超 2 分钟；用无

尘纸吸干残留水渍后，收藏于干净的试管中保存。 

3.5 日常清理 

用棉签先后蘸水和酒精，擦拭分选仓、收集仓、上样仓和分选收集架等所有可能溅有鞘

液的表面，进行清洁和消毒，并避免盐结晶的形成；再用无尘纸擦干所有湿的表面，同时检

查防止棉絮、纸屑等掉入仪器内部如废液抽吸槽里。 

4 流式细胞分选仪的日常清洗 

4.1 实验中的管路清洗 

由于在平台分选的科研人员较多，涉及的样品类型多样并且下游实验目的不同，为了保

证实验效果，除了常规的开关机清洗外，必须做好实验间的管路冲洗，确保液流系统清洁通

畅。 

1）实验间清洗：清洗进样针，避免进样针中样品或者染料残留。特别是在上机了碘化

丙啶（PI）、DAPI、Hoechst 等核酸染料染色的样品后，必须立即清洁进样针；另外，对于

组织消化样品等，有时细胞状态不佳，样品中细胞碎片和死细胞较多，容易黏附在管路上，

也建议在完成分选实验后选用含有去蛋白成分的清洗进样针。分选后清洗步骤： 

（1）进样针反冲：软件的细胞仪（Cytometer）菜单中点击清洗模式（Cleaning Modes），

选择样品管路反冲（Sample Line Backflush），运行，用鞘液冲洗进样管路，减少样品间的交

叉污染； 

（2）流式管中装约 3mL 漂白清洗液（BDClean），上样，高速（流速 11），冲洗 10 分

钟； 

（3）流式管中装约 3mL 去蛋白清洗液（COULTER CLENZ），上样，高速（流速 11），

冲洗 10 分钟； 

（4）流式管中装约 3mL 无菌水，上样，高速（流速 11），冲洗 10 分钟。 

2）无菌分选前的管路清洗： 

对于分选后要进行细胞培养或者移植等实验时，要求确保分选样品的无菌，相应的无菌

分选前清洗步骤： 

流式管中装约 3mL 含有青霉素和链霉素的磷酸盐缓冲液 PBS，上样，高速（流速 11），

冲洗 10 分钟； 

必要时可以先用 75%酒精上样，冲洗管路 5 分钟，之后再用缓冲液冲洗。 



需要注意的是，酒精上样时，酒精与鞘液混合后会改变鞘液的成分及黏度，影响液流的

稳定性，具体表现为主液流窗口中液流断点的剧烈变化，为避免液流中断，建议中速（流速

6）上样，并关闭分选实时监控功能 Sweet Spot 的锁定，完成管路冲洗后在开始分选前打开

Sweet Spot 监控分选流程。 

4.2 无菌清洗 

为保障无菌分选的质量，根据分选仪的使用量，平台定期对鞘液桶、鞘液管路和样品管

路进行清洗消毒，具体包括： 

1）鞘液桶的清洗消毒 

分选中使用的鞘液一般为高压灭菌的磷酸盐缓冲液 PBS。为确保鞘液桶的清洁无菌，平

台一周左右进行一次鞘液桶的清洗消毒。 

（1）清空鞘液桶，用 75%酒精擦拭桶内各表面； 

（2）加入约 2L 75%酒精浸润桶内表面后，浸泡过夜； 

（3）清空鞘液桶内的酒精，用灭菌过的超纯水涮洗桶 3 次，再用鞘液涮洗一次； 

（4）加满鞘液，正常开机。 

注意：清空鞘液桶的过程会导致桶内管路进气，执行开机流程中注意鞘液过滤器排气泡，

必要时可连续作两次液流启动流程，确保管路里的气泡充分排出。 

2） 管路的无菌清洗 

执行软件清洗模式（Cleaning Modes）中的无菌清洗（Prepare for Aseptic Sort），用漂白

清洗液（BDClean）、无菌水和 75%酒精，对完整的鞘液管路和样品管路进行清洗消毒。一

般三个月做一次。如图 9 所示，需要用到液流车上的 3 个小塑料桶。 

（1）为保障无菌清洗效果，先对用到的水桶进行清洗消毒：清空水桶，加入约 1L 75%

酒精浸润桶内表面后，浸泡过夜；清空桶内的酒精，用灭菌过的超纯水涮洗水桶 3 次；装入

3L 无菌的超纯水，将小桶放置并连接于液流车上的对应位置； 

（2）漂白清洗液（BDClean）和 75%酒精也装入相应的小桶，并连接于液流车上的对

应位置； 

图 9  液流车上用于管路无菌清洗的小桶 



（3）软件细胞仪（Cytometer）菜单下，清洗模式（Cleaning Modes）选择无菌分选准

备（Prepare for AsepticSort）选项，按照向导提示操作； 

（4）完成管路清洗消毒后，根据提示，鞘液管路上更换新的鞘液过滤器并接回鞘液桶。 

（5）无菌大清洗的周期视仪器使用量决定，一般建议一个月做一次。 

3） 无菌测试和污染排查 

为了对流式细胞分选仪的无菌状态进行评估，可以采样不同位置的鞘液加入不含双抗的

培养液中 37℃培养，观察细菌的生长情况来进行排查。 

（1）鞘液桶中的鞘液：若发现污染，用 75%酒精对鞘液桶清洗消毒； 

（2）鞘液过滤器出口处的鞘液：若发现污染，在鞘液桶清洗消毒的基础上，更换新的

鞘液过滤器； 

（3）从喷嘴流出的鞘液：若发现污染，进行全面的管路的无菌清洗，其中包含了鞘液

桶的清洗消毒和更换鞘液过滤器。 

综上所述，基于日常工作的使用经验及问题情况，我们从仪器的环境维护、开关机维护、

日常清洗维护、无菌管路制备、仪器质控及无菌检测等方面详细介绍了流式细胞分选仪日常

维护的重点、难点及故障排查点。加强日常管路清洗，并定期清洗鞘液桶和执行管路无菌清

洗可以很好的维持流式细胞分选仪的状态，保障无菌分选实验的有序开展及保证高质量的实

验数据。 
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